О природе стрептомицинустойчивости у хлореллы by Tugarinov, V.V. et al.
Summary 
The comparative study has been made of the reaction of diploid and polyploid 
forms on colchicine. Diploid and artificially induced tetraploid forms of rye as well as 
different species of wheat — the natural polyploid row (2n = 14, 2n = 28, 2n = 42) — 
have been studied. It has been found that artificially obtained polyploid forms demon­
strate more significant reaction on colchicine, and thus more significant "polyploid" spe* 
cificity than the species of the natural polyploid row. It is possible that the difference 
is due to the long-time action of natural selection for the species of natural polyploid 
row and due to some changes in their genomes which resulted in uniform reaction of 
the species on changes in environment. 
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О П Р И Р О Д Е СТРЕПТОМИЦИНУСТОЙЧИВОСТИ У Х Л О Р Е Л Л Ы 
В. В. Тугаринов, Ф. Н. Тхруни, К. В. Квитко 
У одноклеточных зеленых водорослей (хламидомонада , х л о р е л л а ) 
удалось выделить д в а аналогичных типа мутантов, устойчивых к 
100 ед/мл и 500 ёд/мл стрептомицина (sr-1007 sr-500) (Sager, 1954; 
Тугаринов, 1965; Квитко, Симаров , 1966). Генетический а н а л и з пока­
зал , что эти два типа мутантов у х л а м и д о м о н а д ы имеют различную 
природу. Первый тип мутаций (мутации sr-ЮО), наследующихся по 
менделеевской схеме, являются преадаптивными, т. е. для их возник­
новения не требуется контакта с антибиотиком. Мутации второго типа 
(sr-500), обычно передающиеся при половом размножении всем про­
дуктам мейоза от типа спаривания ( + ) . возникают при непосредст­
венном контакте с антибиотиком. Это характеризует стрептомицин к а к 
мутаген для факторов внехромосомной природы (Sager, 1954, 1962; 
Sager, Tsubo, 1961, 1962). 
Д е т а л ь н ы й флуктуационный а н а л и з (Gil lham, Levine, 1962) с про­
ведением четкого контроля подтвердил различие этих типов мутаций . 
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Однако авторы наряду с признанием факта прямой индукции стреп­
томицином мутантов sr-500 придерживаются теории внутриклеточной 
селекции, позволяющей объяснить возможность большей частоты воз­
никновения устойчивых вариантов в присутствии агента. 
Данные флуктуационного теста на хлорелле (Тугаринов 1965; 
Квитко, Симаров , 1966) свидетельствуют о преадаптивности мутаций 
sr-100 и о возникновении мутантов sr-500 лишь на средах со 
стрептомицином. Тем самым имеется возможность обсуждать гипотезу 
гомологии этих факторов у хлореллы и хламидомонады, хотя нам 
кажется, что метод флуктуационного анализа не может дать полный 
ответ на вопрос относительно происхождения выделенных форм. По-
видимому, он способен лишь вычленить тот превалирующий механизм, 
который участвует в процессе возникновения устойчивых клеток. Не 
исключена возможность , что этот процесс совмещает в себе как эле­
мент преадаптации, так и элемент прямой индукции, что, естественно, 
требует использования комплексного метода, позволяющего выяснить 
этот вопрос более детально. 
Исходя из принципа гомологии структуры генотипа и основываясь 
на фенотипическом сходстве стрептомицинустойчивых мутантов хло­
реллы и хламидомонады, мы приняли за исходный постулат полиген-
пость признака стрептомицинустойчивости у хлореллы, Появление 
стрептомицинустойчивых мутантов на средах с высокой концентра­
цией (500 ед/мл) мы представляем себе как результат двух различных 
событий. Единичные клетки с высоким уровнем устойчивости (пре-
лдаптивная комбинация мутаций) встречаются очень редко, но начи­
нают сразу ж е размножаться на среде 500 ед/мл. Наряду с выявле­
нием единичных преадаптивных комбинаций мутаций может осуще­
ствляться многоступенчатый отбор мутантов в ходе размножения сла­
боустойчивых клонов и сопутствующего ему мутагенеза. Колонии му­
тантов этого типа должны появляться значительно позднее, по число 
их па пробу будет пропорционально численности слабоустойчнвого 
клона. 
В данной работе предпринята попытка дальнейшего изучения 
роли мутаций и отбора в приобретении устойчивости и взаимосвязи 
между этими процессами на примере стрептомицинустойчивости хло­
реллы. Использовались два типа тестирования: 1) флуктуационный 
анализ устойчивых мутантов с учетом в различные сроки; 2) выявле­
ние действия сублетальной дозы антибиотика на чувствительные клет­
ки при последующем флуктуационном анализе. 
Исходным материалом "служил клон В. Chlorelta vulgaris^ Beijer, 
культивируемый в асептических условиях. Питательной средой явля­
лась минеральная среда с 2% добавками глюкозы и агара (среда 
ФГА). В ы р а щ и в а н и е проводилось в темноте, при температуре 30°. 
Использовался модифицированный тест флуктуации Лурия и Дель-
брука на фоне 5.00 ед/мл. Таким образом, вопрос происхождения 
устойчивости решался на мутантах типа 5Г-500 и выше. Схема экспе­
римента сводилась к следующему: колонии, выращенные на чашке без 
стрептомицина, переносились полностью на селективную среду актив­
ностью 500 ед/мл. При этом каждый клон распределялся в капле во­
ды на площади чашки. Среднее число клеток на колонию состав­
л я л о 3,6—4 млн на пробу. Ошибка выборки определялась высевом 
проб из одного клона в тех ж е условиях. Параллельно флуктуацион-
ному анализу подвергались клоны с тем ж е числом клеток и вырос­
шие на среде с нелетальной дозой стрептомицина (20 ед/мл). Исполь­
зованная д о з а уменьшала эффективность клонирования на 20%. 
Этот в а р и а н т эксперимента ставился с целью выяснения воз-
НЗ 
можйои роли малой дозы как слабо селектирующего заведомо н е № 
тагенного фактора в приобретении устойчивости к 500 ед/мл я' л 
тика. Учет устойчивых вариантов в обоих экспериментах п 
дважды —через 10 и 30 суток 
Ь дальнейшем 1 л с м а з л ^ . ^ . и - " " ' . - .^ . . .^„^п^ииана, Тщ 
лась суспензия клеток в полужидком а г а р е с концентрацией airafeo. 
тика 500 ед/мл, после чего производился з а с е в на плотный агар п и 
той же дозе в среде (7 повторностей). Это обеспечивало более щ 
номерное распределение клеток в агаре. З н а ч е н и я дисперсии и сред. 
Варьирование числа sr-500 мутантов в колониях, в ы р о с ш и х на среде сЭДед/л, 
стрептомицина н без него (число клеток в колонии З М - Ю < | 
Доза. 
ед;мл 
Учет u:i Ю-е i-y'l 
0,00 
0.0!) 
0,1 i 
0.0» :;,fi.s 
0,02 0.27 
:>,67 u.07 
1,-1:1 
4 , 22 
u , i i 
23,1} 
П p и м e ч а и н е. 1—"> — полтирнистн. 
Таблица 2 
Увеличение числа sr-500 мутантом в п о г о и с т н е отдельных 
колоний, предварительно выращенных на среде с 20 edjjujt 
стрептомицина и б е з него 
Ч и с л о мутантов 
в колонии 
Ко.ТОНШ! С С(ЮГЭС1СП!>']..!!11!Ч r M i l . , l l l 4 MVI.IMTOS 
0 ед/мл ;n to ял 
10 с у т о к 110 с у т о к I 1 ' CVTnK lif) суток 
о 
1 - 2 
3 - 8 
9 - 32 
33-128 
256 191 244 133 
58 67 7.1 71 
19 21 ;12 66 
1 2 л 15 
0 0 0 0 
334 | 281 352 286 В с е г о 
н е г о а р и ф м е т и ч е с к о г о ^ в э т и х к о н т р о л ь н ы х о п ы т а х с о с т а в л я л и соот­
в е т с т в е н н о ; 0 ед1мл-х= 17,66; <т 2=69,91; 20 ед/мл-х= 16,87; <т2=52Д 
У ч е т о с т а т о ч н о г о р о с т а п р о в о д и л с я п о д м и к р о с к о п о м МБИ-3 при 
у в е л и ч е н и и 8X20, к е р е р а с п р е д е л е н и е к л е т о к к о л о н и й н а 2-й и 4-й день 
и н к у б а ц и и г ф с Ф о д ж в о р ь ш п а т е л е м с д о б а в л е н и е м 0,1 мл в о д ы , 
е , *т Н а Ш Ш н Р е д ы * ^ м с о о б щ е н и и у к а з ы в а л о с ь , ч т о т и п м у т а н т 
lOf i^ ивд ц и р у е т с я е у р е л г о м и ц ш ю м с ч а с т о т о й 0,001 % (Тугаринов, 
„ / а ^ е ™ ^ ^ ф я * е в т а х о б н а р у ж и л о с ь , ч т о ч а с т о т а устой-
в ™ ^ Р т ' 0 т б 1 ф № № В а 5 0 0 вд***> " о ж е т в а р ь и р о в а т ь » s * 
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Таблица 3 
Варьирование числа sr-500 мутантов в колониях, выросших на среде с 20 ед!мл 
гтпептомицина и б е з нега (тестирование суспензии НЛРТПИ Н П П ™ , , Ш „ » . , „ Т : 
Доза, Показатели 
Повторного 
1 2 | 3 4 5 « 1 7 
0 
N 
(число 
клеток) 
X 
1-106 
1,85 
5,86 
1-106 
4,69 
16,36 
6,2-106 
8,64 
809,81 
12,5-10» 
4,60 
25,99 
— 9,8-106 
5,58 
24,53 
11,40 
21,70 
20 
N 
X 
з2 
1 -10е 
10,53 
280,38 
1-106 
1,64 
3,79 
5,8-106 
83,02 
35183,20 
12,5-106 
20,30 
2739,61 
62,6-10" 
33,88 
24611,83 
11,2-106 
12,44 
241,65 
58,31 
596,79 
которых повторностях (2,5) был обнаружен клоновый эффект, обус­
ловленный предварительным выращиванием на 20 ед/мл антибиотика. 
В этих случаях значение дисперсии составляло величину на порядок 
выше значения средней ве-
Таблица 4 
Увеличение числа sr-500 мутантов в потомстве 
отдельных колоний, предварительно выра­
щенных на среде с 20 ед/мл стрептомицина 
и без него (тестирование суспензии клеток 
в полужидком агаре) 
Ч и с л о м у т а н т о в в к о л о н и и 0 ед/мл И) е(}':мл 
0 19 15' 
1 - 2 52 34 
3 - 8 64 66 
9 - 32 37 73 
33—128 1 13 
129—512 1 8 
>512 0 4 
В с е г о 174 218 
личины. Подобная картина 
не наблюдалась при исполь­
зовании клонов, не прошед­
ших предварительной обра­
ботки антибиотиком, хотя 
число устойчивых мутантов 
на одну колонию увеличи­
вается ко второму сроку 
учета. 
Д л я того чтобы понять 
этот эффект, были предпри­
няты два рода эксперимен­
тов: учет остаточного роста 
клеток на среде с 500 ед/мл 
стрептомицина и перерас­
пределение клеток на чаш­
ке через двое и четверо су­
ток контакта с антибиоти­
ком. Около 50% чувствительных клеток делится за первые сутки на 
среде со стрептомицином, давая две или четыре дочерние клетки. Да­
лее (на 2-е сутки) деление основной массы клеток не наблюдается. 
Вместе с тем перераспределение клеток выявляет 8-, 16-кратное увели­
чение числа устойчивых мутантов через двое суток, что соответствует 
2—3 удвоениям одной исходной клетки. Через четверо суток наблюдает­
ся от 7 до 12 удвоений в единичных пробах и увеличивается число проб, 
в которых выявляется по 2—3 удвоения устойчивых клеток. Это доказы­
вает, что в тестируемой совокупности имеется небольшое количество 
клеток, начинающих размножаться в течение первых суток и значитель­
но большее число клеток, приступающих к делению на 4-е сутки. Встре­
чаемость клеток, способных размножаться на стрептомицине с этой до­
зой, — одна на миллион или д а ж е меньше. 
В эксперименте с использованием полужидкого агара тестирова­
лись чувствительные колонии более крупных размеров. Показано, что 
выращивание на среде с нелетальной дозой стрептомицина увеличи­
вает клоновый эффект . При этом значение дисперсии на 1—3 порядка 
выше значения 'средней величины (табл. 3 и 4) . 
10 Зак. 529 ,' . 1 4 5 
Примечательно, что в одной из повторностей (3) был обвари 
клоновый эффект в варианте опыта без предварительной обрабэзд 
стрептомицином. То обстоятельство, что в общей выборке и з 508 те-
старуемых колоний этого типа были выявлены лишь две с я в Н Щ 1 
клонами устойчивых мутантов (более 32 м у т а н т о в на колонию}, С 8 в. 
детельствует о малой величине вероятности существования в имущ, 
шш преадаптивного клона, устойчивого к DOO ед/мл (табл. 2 и 4,0ed/*rt 
Вывод о существовании в колониях чувствительной культуры 
ВЫВОД О С у Щ е С Т В О В а Н И И И ™ м ш т л • 1 и ) ч » . т . . ш и и ц лультуры Щ 
нов преадаптивных мутантов и об увеличении вероятности выявления 
таких клонов после пассажа чувствительных клеток на сублетальнй 
концентрации стрептомицина основывается па данных флуктуациовно-
Повторное определение уровня устойчивости в в ы п а р к а х из мутантных клощв 
4 1 . I ' C t / . K . t 
1 - — 
Характеристик:! H[ioui,[ устойчивых я у г л и п н г, Стрептокиш,. 
зависишен 
И.( о д н о г о клопа с о с р е д ы 6e:s с ф е - п -
1 s (1 0 0 
и и ! I о 19 1 
\t\ о д н о г о клона с о с р е д ы с 20 гОмл 
22 1 1 О I 0 
H:i р а з н ы х п р о б с о с р е д ы б е з с т р е т ч >-
; г.' 
1 
.) 9 0 
го теста. В дальнейшем с целью подтверждения единообразия мутан­
тов по анализируемому признаку необходимо б ы л и определить и 
уровень устойчивости. Такое испытание проведено методом реплика­
ции суспензий устойчивых клеток на серию с р е д с концентрацией 100, 
500, 750, 1200 ед/мл стрептомицина. 
В табл. 5 показано, что в выборках встречаются колонии мутан­
тов разного уровня устойчивости, но основная чисть мутантов имеет 
один и тот же фенотип. 
Появление более устойчивых мутантов среди мутантов sr-Ш я 
sr-500, а также появление стрептомицинзависимого мутанта может 
быть результатом действия стрептомицина на клетки, слабоустойчивые 
к нему. В этом случае преадаптивной мутацией следует считать му­
тацию самого слабого уровня, а дальнейшие мутации, усиливающие 
этот признак, возникают независимо. 
В работе представлены результаты флуктуационного анализа рас­
пределения частот встречаемости мутантов типа sr-500. Частота и 
.возникновения завлсит от продолжительности контакта чувствитель­
ных клеток со стрептомицином. Подобная закономерность была от-
fofiofp С э д ж э Р д л я э т о г о ™па мутаций у хламидомонады (Sager, 
МЫ), fce данные свидетельствуют о том, что этот уровень устойчи­
вости детерминируется внехромосомным ф а к т о р о м и обнаруживает 
материнский тип наследования. Тем не менее конкретные механизмы 
возникновения устойчивости и природа этих детерминантов остаются 
мало, изученными Р. Сэджер (Sager, 1962), Н . Гилкам и Р. Левин 
2 ' ^ основываясь йа данных флуктуащюнных ана­
лизов, наряду с гипотезой прямой индукции предложили гипотезу 
знутриклеточной селекции, которая предполагает наличие определен­
ного числа дискретных единиц в цитоплазме, ответственных за чув­
ствительный фенотип. К а ж д а я из таких единиц способна к спонтанно­
му мутированию и в случае наличия стрептомицина получает селек­
тивные преимущества в процессе деления клетки, формирующей в 
конечном счете клон sr-500, фенотип которого полностью выражен. 
По нашим представлениям, полигенность признака устойчивости (де­
терминация которого м о ж е т касаться как ядра, так "и цитоплазмы) и 
возможность ступенчатого отбора на селективной среде также может 
формировать клоны, устойчивые к данной дозе антибиотика. Такая 
слабо селективная доза, как 20 ед/мл, в наших экспериментах явилась 
фактором, способствующим увеличению вероятности дальнейшей адап­
тации к более высоким дозам антибиотика. Существование клонов 
стрептомищшустойчивых мутантов в колониях, выросших на субле­
тальных дозах, а т а к ж е увеличение значения дисперсии при более 
поздних сроках учета свидетельствует о правомочности наших пред­
ставлений о возможности ступенчатого отбора устойчивых форм раз­
ного генотипа и полигенпом характере этого признака у хлореллы. 
Для хламидомонады показано, что передача признака устойчиво­
сти и зависимости к ряду антибиотиков (стрептомицин, неамин, ка-
ламнщш п сиектииомицин) осуществляется через одного родителя 
(шг + ). Более того, для некоторых из этих антибиотиков обнаруживает­
ся перекрестная устойчивость или зависимость (Gillham, 1969). Инте­
ресно, нто приобретение устойчивости к стрептомицину в дозе 
500 ед/мл у этого объекта сопровождается конформационпыми изме­
нениями хлоропластных 70s рибосом (Gillham et al., 1970). У бактерии 
устойчивость к этим антибиотикам, в том числе к стрептомицину, так­
же связана с изменениями в аппарате белкового синтеза на рибосомах 
(Apirion, Schiessinger, 1969). Предполагая, что это положение может 
оказаться справедливым и для хлореллы, мы должны ожидать высо­
кую степень плейотропности всех мутаций, связанных со стрептомицин-
устойчивостью. И з этого следует, что в популяции хлореллы могут 
появляться лишь небольшие по численности, клоны стрептомицинустой-
чивых мутантов, вследствие неблагоприятного действия мутаций в 
высокоплейотропных генах на скорость размножения клетки. Слабые 
дозы ингибиторов могут увеличивать относительную скорость размно­
жения мутантов и способствовать их накоплению в популяции. 
Феномен отбора преадаптивных мутантов слабыми дозами ингиби­
тора может представлять собой удобную модель для изучения популя-
ционных процессов в ходе адаптации к ингибитору. Осуществление 
подобных экспериментов на хламидомонаде, имеющей фенотипически 
аналогичные типы мутантов, позволит полнее охарактеризовать сте­
пень полигенности устойчивости к стрептомицину и вскрыть динамику 
формирования этого адаптивного признака. 
Выводы 
1. Культивирование чувствительных к стрептомицину клеток на 
слабо селектирующей дозе (20 ед/мл) привело к выявлению преадап­
тивных клонов', устойчивых к 500 ед/мл. 
2. Анализ чувствительных клонов большой численности позволил 
выявить редкие ' случаи преадаптации к стрептомицину у хлореллы. 
3. Гетерогенность клонов устойчивых мутантов служит косвенным 
указанием на многоступенчатость процесса адаптации к стрептоми­
цину. 
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Summary 
As it was shown in previous publication, the streptomycin resistant to 500 units/ml 
mutations (sr-500) arise in clones of Chlorella only on solid media with streptomycin 
and therefore we regard them as non-preadaptive. Now we try to investigate the nature 
of sr-500 mutations by growing colonies before fluctuation test on a media with low 
streptomycin concentration and by testing bigger colonies. 
Cultivation of sensitive cells (ss) of Chlorella vulgaris (strain B) on low selecting 
dose of streptomycin (20 unitslml) led to the discovery of preadaptive clones, resistant 
to 500 unitslml 
The fluctuation analysis of big clones of sensitive cells can reveal the infrequent 
cases of preadaptation to streptomycin. 
Heterogeneity of clones of resistant mutants is a indirect indication on a multistage 
process of adaptation to streptomycin. 
The adaptation of Chlorella cells to streptomycin could be considered as the results 
of selection and mutations in presence of the inhibitor. 
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